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PNA-synthesis using an aminoprotecting group which is labile against weak acids 
PNASynthese unter Verwendung einergegen schwache Sauren labilen Amino-Schutzgruppe 
Synthese de PNA en utilisant un groupe aminoprotecteur labile contre des acides faibles 
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Es werden Verfahren zur Herstellung von PNA-Oligomeren der Formel (siehe Patentzeichnung im 
original Dokument) 

worin B/X wie in der Beschreibung definiert ist, R(sup 0) Wasserstoff, Alkanoyl, Alkoxycarbonyl, 
Cycloalkanoyl, Aroyl, Heteroaroyl, oder eine Gruppe bedeutet, die die intrazellulare Aufhahme des 
Oligomers begunstigt, A und Q jeweils ein Aminosaurerest bedeuten; k und 1 jeweils eine ganze Zahl 
von Null bis 10 sind, B fur eine in der Nucleotidchemie ubliche naturliche Nucleobase oder unnaturliche 
Nucleobase oder deren Prodrugformen, oder auch fur Basenersatzverbindungen steht, Q( hochgestellt(o) 
Hydroxy oder gegebenfalls substituiertes NH(sub 2) und n eine ganze Zahl von 1-50 ist, beschrieben. 
Dabei werden die Aminosaurereste und die Bausteine (siehe Patentzeichnung im original Dokument) 
worin PG fur eine gegen schwache Sauren labile Aminoschutzgruppe und B f fur eine an der 
exocyclischen Amino- bzw. Hydroxyfunktion geschutzte Nucleobase steht, stufenweise nach der 
Festphasenmethode auf einen polymeren Trager, der mit einer Ankergruppe versehen ist, aufgekuppelt 
und nach beendetetem Aufbau die Zielverbindungen mittels eines Abspaltungsreagenzes vom 
polymeren Trager abgespalten. Ferner werden Zwischenprodukte der PNA-Oligomeren sowie Verfahren 
zu deren Herstellung beschrieben. 
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<5) PNA-Synthese unter Verwendung einer gegen schwache Sauren labilen Amino-Schutzgruppe. 

© Es werden Vertahren zur Herstellung von PNA-Oligomeren der Formel 

B 



R 0 -(A) k -[X] 11 -(o) l -o < 



worin B/X wie in der Beschreibung definiert ist, R° Wasserstoff, Alkanoyl, Alkoxycarbonyl, Cycloalkanoyl, Aroyl, 
HeteroaroyI, Oder eine Gruppe bedeutet, die die intrazellulare Aufnahme des Oligomers begunstigt, A und Q 
jeweils ein Aminosaurerest bedeuten; k und I jeweils eine ganze Zah! von Null bis 10 sind, B fur eine in der 
Nucleotidchemie ubliche naturliche Nucleobase Oder unnaturliche Nucleobase Oder deren Prodrugformen, oder 
auch fur Basenersatzverbindungen steht, Q° Hydroxy oder gegebenfalls substituiertes NH2 und n eine ganze 
Zahl von 1 - 50 ist. beschrieben. Dabei werden die Aminosaurereste und die Bausteine 




CD 

worin PG fur eine gegen schwache Sauren labile Aminoschutzgruppe und B f fur eine an der exocyclischen 
O Amino- bzw. Hydroxyfunktion geschutzte Nucleobase steht, stufenweise nach der Festphasenmethode auf einen 
n polymeren Trager, der mit einer Ankergruppe versehen ist, aufgekuppelt und nach beendetetem Aufbau die 
LU Zielverbindungen mittels eines Abspaltungsreagenzes vom polymeren Trager abgespalten. Ferner werden 

Zwischenprodukte der PNA-Oligomeren sowie Verfahren zu deren Herstellung beschrieben. 
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Peptide bzw. Polyamide Nucleic Acids (PNA) sind DNA.na.oge ^^J^S^S^. 
se-Phosphat-Gerust durch ein Peptid-Oligomer ersetzt 96^9678 Ole Buchardt, 

vom festen Trager erfolgt dabei mrt ^!^^^S^^^T^t Fluorwasserstoff ist mit 
wiederholte Behandlung mit Trifluoress.gsaure und d.e f^^^f^^^ Bedingungen die 
der Synthese von gemischten PNA/DNA-Sequenzen ^J^***£^^ und 
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R 0 -(A) k -^xl n -(Q) l -o , 



worin 
B/X fur 
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I 

CH j 
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C-0 

I 

NH-(CH 2 ) f -CH 2 -N-(CH 2 ) f -CO 
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(CH 2 ), 
NH-CH-C0-NH-CH 2 -C0 
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(CH 2 ) f 
NH-CH-CH 2 -CH 2 -CH 2 -C0 
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(CH a ) f 
NH-CH 2 -C0-N-CH 2 -C0 
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NH-CH 2 -CH 2 -CH-CH 2 -CO 
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bevorzugt 

?o 
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(CH 2 ), J v 

NH-CHj-CO-N^^A-co 



B 

JO o 



>-<CH 2 ) f 
NH-(CH 2 ) g 



(CH 2 ) g -CO 
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I 

CH 2 

C-0 

I 

MH-(CH 2 ) f -CH 2 -N-(CH 2 )f-CO 
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mitf = 1 -4, bevorzugt 1 oder 2 undg '^^^^^L^. C 7 -C 15 -Aroy., *- 
„ r> wasserstoff, C-ds-Alkanoyl, c ^ , V^ to 2^^L ^«eiiuHlre Aufnahme des Oligomers 
X 0,3-Heteroaroyl, oder eine Gruppe bedeutet d ' e ^"saure interagiert; 

begUnstigt oder die W *r Hyb«l^^^ ^ Phenylalanin , Cystein, 

ein Aminosaurerest, bevorzugt p^in Tetrahydroisochinolin-3-carbonsaure, Oc 

k eine ganze Zahl von Null bis 10 ^vorzugt Nuj b,s 6 ,st pheny|a|anjn> Cyst ei n , 

Lysin, «rynii», » aminnethvhalvc n bedeutet; 

tahydroindol-2-carbonsaure und N-(2-Ammoetnyi)giyc 

, eine ganze Zahl von Null bis 10, ''^^jj^'^ispiel.welse fur naturliche Nucleobasen 
B fur eine in dor Nuc.eotidchem.e ubhcheN J^fSr^Sirnch. Nucleobasen wie Purin, 2.6- 
wie Adenin, Cytosin. Guan.n. Thym.n und "^J^^^.,,,, N6N6 - E thano-2.6-diamino P u- 

qo Hydroxy. NH 2 oder NHR" bedeutet m.t R - C-Ci. Alky., ^ 
Hydroxyalkyl; und tl „ w 

eine ganze Zahl von 1 - 50. bevorzugt 4 - 35 .st, 
das dadurch gekennzeichnet ist. daB man 
a) auf einen polymeren Trager der Formel II 

L-[Polymer] 00. 

srssrr ^ 9 ~srr= ,0 ^pe Pe — - — - 

Reagenzes abspaltet, 
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c) die Schritte a und b (M)fach wiederholt. 

d) auf die dabei als Zwischenprodukt entstehende Verbindung der Formel III 
(Q')rL-[Polymer] (III), 

5 

worin L wie oben definiert ist, Q' fur eine Aminosaure Q steht, die gegebenenfails in der Seitenkette 
geschtitzt ist, und I fur eine ganze Zahl von Null bis 10 steht Oder direkt auf den polymeren Trager der 
Formel II eine Verbindung der Formel IV 

10 B ' 

I 

PG-X-OH (IV) 



75 worin 

PG fur eine gegen schwache Sauren labile Aminoschutzgruppe und 
B7X fur einen Baustein wie in Formel I definiert steht, 

mit einer an der exocyclischen Amino- Oder Hydroxyfunktion gegebenenfails geschutzten Nucleobase, 
20 worin 

B' fur in der Nucleotidchemie ubliche Basen, beispielsweise fur naturliche Basen wie Adenin, Cytosin, 
Guanin, Thymin und Uracil Oder unnaturliche Basen wie Purin, 2.6-Diaminopurin, 7-Deazaadenin, 7- 
Deazaguanin, N 4 N 4 -Ethanocytosin, N 5 N B -Ethano-2.6-diaminopurin, 5-Methylcytosin, 5-(C3-C6 )-Alkinyl- 
uracil, 5-(C3-C6)-Alkinyl-cytosin, 5-Fluoruracil Oder Pseudoisocytosin, deren exocyclische Amino bzw. 

25 Hydroxygruppen gegebenenfails durch geeignete bekannte Schutzgruppen, wie die Benzoyl-, Isobuta- 
noyh Acetyl-, Phenoxyacetyl-, 4-(t-Butyl)-benzoyl-, 4-(t-Butyl)-Phenoxyacetyl-, 4-(Methoxy)-benzoyl-, 2- 
(4-Nitrophenyl)ethyl-oxycarbonyl-, 2-(2,4-Dinitrophenyl)ethyl-oxycarbonyl-, 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-, 
Diphenylcarbamoyl Oder Formamidin-Gruppe, bevorzugt die Benzoyl, Isobutanoyl, 4-(t-Butyl)benzoyl%2- 
(4-Nitrophenyl)ethyl-oxycarbonyl-, 2-(2,4-Dinitrophenyl)ethyl-oxycarbonyh 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-, 

30 und fUr Guanin durch eine Kombination von 2-N-Acetyl mit der 6-O-Diphenylcarbamoyl-Gruppe, ge- 
schutzt sind, oder auch fur Basenersatzverbindungen, wie z.B. Imidazol, Nitro-lmidazol und Triazol, 
stehen, 

unter Verwendung der in der Peptidchemie ublichen Kupplungsreagenzren aufkuppelt, 

e) die tempo rare gegen schwache Sauren labile Schutzgruppe PG mittels eines geeigneten Reagenzes 
35 abspaltet, 

f) die Schritte d und e (n-1)fach wiederholt, 

g) mit einem fur die Festphasensynthese ublichen Verfahren weitere Aminosauren (A*) aufkuppelt, 

h) die gegen schwache Sauren labile Schutzgruppe PG mittels eines geeigneten Reagenzes abspaltet, 

i) die Schritte g und h (k-1)fach wiederholt, 

40 j) fur den Fall, daB R° nicht Wasserstoff ist, den Rest R° mit einem ublichen Verfahren einfuhrt, 
k) aus der als Zwischenverbindung erhaltenen Verbindung der Formel la 



45 



B ' 



*°-(A , )k-lXl ll -(Q , ) 1 -L-iPol yme r ] 



(la) 



so worin R°, k, B7X, n, Q\ und I wie oben definiert sind, A f fur eine Aminosaure A steht, die gegebenenfails 
in der Seitenkette geschutzt ist, und L fur eine Ankergruppe steht, 

die Verbindung der Formel I mittels eines Abspattungsreagenzes vom polymeren Trager abspaltet wobei 
gleichzeitig oder auch anschliefiend die an der exocyclischen Amino- bzw. Hydroxyfunktion der Nucleo- 
basen und an den Seitenketten der Aminosauren gegebenenfails vorhandenen Schutzgruppen abgespal- 
55 ten werden. 

Nachfolgendes Syntheseschema fur PNA zeigt diesen Reaktionsablauf: 
[LHPolymer] 

i a) Aufkupplung von PG-(CT)-OH 
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PG-(Q>[L]-[Polymer] 

i b) Abspaltung der Schutzgruppe PG 
H-tQ'HLHPolymer] 

I c) Wiederholung der Schritte a und b (l-1)-mal 
5 H^Q^rtU-tPolymer] 

I d) Aufkupplung von PG-[B'/X]-OH 

PG-[B7XHQV[U-[ p ° , y mer l 

i e) Abspaltung der Schutzgruppe PG 

H-[B , /X]-(Q , )r[LH Po, y mer l 
to i f) Wiederholung der Schritte d und e (n-1)-mal 
H-[B'/Xl n -(CT)r[LHPolyrner] 

i g) Aufkupplung von PG-(A>OH 
PQ^A'HB'/Xln-tQ'HLHPolymer] 

i h) Abspaltung der Schutzgruppe PG 
75 H-(A')-[BW] n -(Q')r[L]-[Polymer] 

; i) Wiederholung der Schritte g und h (k-l)-mal 
H-CA'MB'/Xln-tQ'WLHPolymer] 

1 j) Aufkupplung der Gruppe R° 
R°-(A , ) k -[B'/X] n -(Q , )r[L]-[Polymer] 
20 i k) Abspaltung von Polymer und Schutzgruppen 

Alkoxvcarbonylverbindungen mit verschiedenen lipophilen Resten w.e -(CH 2 ) X -CH 3 , worm x erne ganze zan 
Chemilumineszenz-Probe umgesetzt wird. Typische Markierungsgruppen smd: 
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Biotinkonjugot (- " Biolin" f u»r R 



Boc ) 
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N 

C-0 



Corbozolder i vat 



7 

BNSCXXID: <EP 0672700A1_I_> 



EP 0 672 700 A1 



TO 




Digoxigeninkonjugat 

20 Reste sind: 
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U r i d i n d e r » v 
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30 



35 



CI-CH 2 CH 2 \ 0 

H 5 C 




■ • 1-18. X • Allryl, HoUgm, *O a , CN , 



-C-R 

II 
0 



40 



45 



Cl-CH 2 CH 2 \ jj 



C I - C H 2 CH 2 



50 



1-18, X • Alkfl. HoloQtn, NO, , CN . -C-R 

II 
0 



Ankergruppen L. die latent die Funktion Q° enthalten sind zum Beispiel bei George Barany, Nancy Kneib- 
Cordonier and Daniel G. Mullen., Int. J. Peptide Protein Res., 1987, 30. 705-739; beschrieben. 
55 Polymere Trager, die mit einer Ankergruppe versehen sind, die latent die Gruppe Q • enthalten. sind 
beispielsweise p-Nitrobenzophenonoxim-Polystyrol-Harz (E.T. Kaiser, S.H. Nakagawa, J. Org. Chem. 1983, 
48, 678-685), 4-(2-Hydroxyethylsulfonyl)benzoyl-Harz oder die mit einer primaren Aminogruppe funktionali- 
sierten polymeren Trager, wie z.B. ©polyHIPE, ®Tentagel, ©Controlled Pore Glass, Polystyrol, auf die eine 
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w 



15 



20 



25 



d er .atent die Gruppe Ct* ^T^^ fs^^T^^^^ 
C.J. Logan, R.C. Sheppard. J.Chem^Soc Perkm Trans. I 538 54b a 4 _ (2 . H ydroxyethylsulfonyl)- 
carbonsaure (M. Mutter, D. Belief, (1984)): (9-(Hydroxymethy.)- 

benzoesaure (R. Schwyzer, E. Felder P. Fart... Helv . 0«m.A* 67. Reg 3g 95 . 98(1990) - 

qebundenen Ankergruppen: ^wic.ifnnvUhPnzovl-Harz oder die auf mit einer 

p-Nitrobenzophenonoxim-Po.ystyro.^ Polystyrol. latent 

primaren Aminogruppe ^ 0 ^ZnZZZoeo rSHyd^lhylbenzoesaure, 4-(2-Hydroxy- 
die Gruppe Q° entha.tenden t^pgjMj«#^^ Bernsteinsaure- 
ethylsulfonyl)benzoesaure, N-[9-(Hydroxymetnyi> ^ ,,uu * J \ a ikvhester 
lL(amino-C 2 -Cu)a. k y.)ester oder Oxalsaure-mono^ 

Gegen schwache Sauren labile Schutzgmppen PG and z.B. ^» LMethyll-^-biphenyl)- 

(Adpoc' H3,5,di-tert,buty^^ vom Trityl-Typ, wie Tri- 

ethyloxycarbony. (Bpoc). 3 - 5 - D, ^ th0 ^ P ^ <MH>. DH«- 

phenylmethy. (Trt). (4-Methoxyphenyl)d ph ^^^^ Anders bevorzugt werden Schutz- 

^rSSSr. des obigen Syntheseverfahrens benutz^n in 

methoden sind z. B. in Houben-Weyl. Methoden der organ.schen ^^^ 0^. 6. Evln and C. 
Stuttgart 1974, beschrieben. Weitere ^^^^^0 ^^^ "d B. Castro, Tetrahedron 
Selve, Tetrahedron Lett. 1975 1219-1222), Pj BOF ^ C^te. a L Ng IV ^ » 

Lett. 1990. 205-208). BroP (J. Coste. Lett . 1991, 1967-1970) und Uronium- 

672). PyBroP (J. Coste. E. Frerot, P. Joum und B Cast c ZjoudroUi Syntnesis 198 4. 572- 
Reagenzien, wie z.B. HBTU (V. Dourtoglou. B. Gr oss V _ Lanjjropou.0^ Tet rahedron 
30 574). TBTU, TPTU. TSTU. ™™J*™ 0 ^ K * Z ™f u T A C^o, J. Am. Chem. Soc. 1993. 115, 
Letters 1989, 1927-1930). TOTU (EP-A-0 46 ° ^* TU ( P M Beyermann, L.A. Carpino und M. 
4397-4398), HAPyU, TAPipU (A art* u 8. * j ^ mura , Y . Fujiwar a und Y. Kiso, 

Bienert, Tetrahedron Lett. 1993, 4781-4784) B CM (K Aka,, "„™^*^ 24 _ triazoUd (MSN T) (B. Blanke- 
Tetrahedron Lett. 1992, 3177-3180) oder f- 4 f^T^^!^i 2.5-Diphenyl-2,3-dihydro-3-oxo- 
35 meyer-Menge, M. Nimitz und R. Frank J-^^J^^^ "S^. J- Chem. Soc. Chem. Comma, 

5v55) sind in den iewei,i9en 

""ESS "~ndung von Carbodiimiden, z.B ; T^XSS, 
d „m id . Bevo^u g t v ewe ndet werden eb^^ 

Uronium-Reagenzien, wie z.B. HBTU I a i u. i n r . AminosSurederiva t oder PNA-Monomer der Formel 

Die Kupplung kann dabei ^ e ^ eb ^ wie z.B. 

IV mit dem Aktivierungsreagenz ""J^etonenWte^ntor 3 _ Hyd roxy-4-oxo-3,4-dihydrobenzotna- 
riazo. (HOBO (W. Kon.g, R. Ge.ger, Chem. Be . 103 WW ^ Har2 durch fuhrt werde n oder aber 
zin (HOObt) (W. Konig, R. Ge.ger, Chem Ber. 103, 2034 )) ^ akt|vjerten 

die Voraktivierung des Bausteines a.s '^^^^^i^i gegeben werden. 
Spezies in einem geeigneten Losungsmrttel zum ^^T^^^n Nucleobase B' werden mit der 
Als Schutzgruppe fur die exocyc.ische ?™*^£JZ^^ verwendet. Bevorzugt 

gegen schwache Sauren labilen Aminoschutzgruppe PG k°mp a t.ble ^ ute y P 4 . (t . But ,). benzoyl , 4-(t- 
werten Schutzgruppen, wie die Benzoyl- .sobutano^ 

Butyl)-Phenoxyacetyl, 4-(Methoxy)-benzoyl- 2-(4-N,t ™^^ y ' ^^ a ^ in iruppe verwendet. Ins- 
oxycarbony.-. 9-F.uoreny.methoxycarbonyl, 2-^Nitropheny.)eth y .- 
besondere bevorzugt sind d,e ^"^J^^^ 4-(Methoxy)-benzoyl- 

3?»5fS^^ und far Guanin eine K ° m ' 

bination der 2-N-Acetyl mit der ^ w P to ^ k f^^2 ) l bi , e Aminoschutzgruppe PG sind beispiels- 
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saure in Dichlormethan, eine Losung von 2-15% Dichloressigsaure in Dichlormethan Oder 1-5% p- 
Toluolsulfonsaure in Dichlormethan. Weiterhin kommen auch Lewis-Sauren, wie beispielsweise Bortrifluorid- 
etherat Oder Zinkbromid in Dichlormethan/lsopropanol in Frage. 

Die Aufkupplung der Aminosaurereste Q' bzw. A* der Formet la erfolgt mit Aminosaurederivaten, die 

5 vorzugsweise die gleiche Aminoschutzgruppe PG tragen, die auch fur die Verbindungen der Formel IV 
verwendet wird. Eventuell vorhandene Seitenkettenfunktionen der Aminosauren sind mit gegen Basen oder 
Alkalilauge labilen Schutzgruppen, wie z.B. 9-Fluorenylmethyl (Fm) oder 9-Fluorenymethoxycarbonyl 
(Fmoc) versehen. Bevorzugt sind hierbei Aminosaurederivate wie PG-Gly-OH, PG-Tic-OH, PG-Pro-OH, PG- 
Phe-OH, PG-Oic-OH, PG-Lys(Fmoc)-OH t PG-Arg(Fmoc)-OH, PG-Cys(Fm)-OH, PG-Asp(OFm)-OH, PG-Glu- 

w (OFm)-OH, PG-Aeg(Fmoc)-OH, PG-His(Trt)-OH, worin PG die obige Bedeutung hat. Ganz besonders 
bevorzugt sind hier die folgenden Aminosaurederivate: Mmt-Gly-OH, Mmt-Tic-OH, Mmt-Pro-OH, Mmt-Phe- 
OH, Mmt-Oic-OH, Mmt-Lys(Fmoc)-OH, Mmt-Arg(Fmoc)-OH ( Mmt-Cys(Fm)-OH, Mmt-Asp(OFm)-OH, Mmt- 
Glu(OFm)-OH, Mmt-Aeg(Fmoc)-OH, Mmt-His(Fmoc)-OH. 

Die Herstellung der bei dem oben beschriebenen Syntheseverfahren eingesetzten Verbindungen der 

75 Formel IV 



8 ' 

I 

PG-X-OH 



speziell in der Bedeutung 
25 6 ' 




30 

ist in der gleichzeitig eingereichten Patentanmeldung mit dem Titel "PNA-Synthese unter Verwendung einer 
basenlabilen Amino-Schutzgruppe ,f (HOE 94/F 059; DE-P 44 08 535.8) beschrieben. 

Die oben beschriebenen PNA's werden durch Festphasensynthese an einem geeigneten Tragermaterial 
(z.B. Polystyrol, mit Polyoxyethylen modifiziertem Polystyrol, wie z.B. ©Tentagel, ©Controlled Pore Glass), 
35 das mit einer Ankergruppe L versehen ist, die latent den Rest Q * enthalt, aufgebaut. Die Festphasensyn- 
these beginnt am C-termina!en Ende des PNA mit der Kupplung eines mit einer saurelabilen Schutzgruppe 
geschutzten Monomers oder Aminosaure, die gegebenenfalls in der Seitenkettenfunktion geschutzt ist, an 
ein entsprechendes Harz. 

Nach Abspaltung der Schutzgruppe des an das Harz gekuppelten Bausteines mit einem geeigneten 
40 Reagenz, wie oben beschrieben, werden die nachfolgenden geschutzten Bausteine (PNA-Monomere und 
Aminosaurederivate) nacheinander in der gewunschten Reihenfolge aufgekuppelt. Die intermediar entste- 
henden, mit einer saurelabilen Schutzgruppe am N-Terminus geschutzten PNA-Harze werden vor der 
Verknupfung mit dem nachfolgenden PNA-Monomeren durch die vorbeschriebenen Reagenzien entblok- 
kiert. 

45 Die Kupplung bzw. Aktivierung der Aminosaurederivate mit einem der oben genannten Aktivierungsrea- 

genzien kann in Dimethylformamid, N-Methylpyrrolidinon, Acetonitril oder Methylenchlorid oder einer 
Mischung aus den genannten Losungsmitteln durchgefuhrt werden. Die vorgenannten Losungsmittel kon- 
nen auch zusatzlich mit Hilfsbasen wie z.B. Pyridin, N-Ethylmorpholin oder Triethylamin versetzt werden. 
Das aktivierte Derivat wird iibticherweise in einem 1,5 bis 10 fachen UberschuB eingesetzt. In Fallen, in 

so denen eine unvollstandige Kupplung eintritt, wird die Kupplungsreaktion wiederholt, ohne Entblockierung der 
Aminogruppe des gerade aufgekuppelten Bausteins durchzufuhren. 

Verfahren zur Einfuhrung des Restes R° sind zum Beispiel fur den Fall, daB dieser Rest eine 
Carbon saurefunkti on enthalt, die oben fur die Aufkupplung der Aminosauren und PNA-Monomeren be- 
schriebenen Methoden. Weitere Verfahren sind die Umsetzung von Isocyanaten wie z.B. Phenylisocyanat 

55 Isothiocyanaten wie z.B. Fluoresceinisothiocyanat. Chlorameisensaurederivaten, wie z.B. Chlorformylcarba- 
zol, Kohlensaureaktivestern wie z.B. Cholesterin-(4-nitrophenyl)carbonat, Acridinium-succinimidylcarbonat, 
Sulfochloriden wie z.B. Dansylchlorid etc. 
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Gegebenenfalls konnen in einem weiteren Schritt der Amino- und Carboxy-Terminus der Verbindungen 
der Formel I auch miteinander verbunden werden. Diese Verknupfung erfolgt bevorzugt uber eine Amidbin- 
dung zwischen den Seitenkettenfunktionen der Aminosaurereste A bzw. Q in der Bedeutung Lys, Glu, Asp, 
Aeg bzw. durch Herstellung erner Disulfidbrucke zwischen jeweils einer Aminosaure A und Q in der 
Bedeutung Cys. 

Der vorhergehend beschriebene Syntheseablauf kann auch mittels kommerziell erhaltlicher Syntheseau- 
tomaten, wie z.B. Peptidsynthesizern, Multiplen Peptidsynthesizern, DNA-Synthesizern unter leichter Modifi- 
kation der ublicherweise verwendeten Syntheseprogrammen durchgefuhrt werden. 

Nach Synthese der PNA's in der vorgehend beschriebenen Weise kann das PNA-Oligomer vom Harz 
mit geigneten Reagenzien, wie z.B. konzentrierter Ammoniaklosung, Ethylendiamin, Hydrazin, Butylamin, 
Methylamin oder Ethanolamin abgespalten werden. Je nach Art des verwendeten Linkers und der Art der 
verwendeten Schutzgruppen werden Oligomer und die weiteren Seitenkettenschutzgruppen der Nucleinba- 
sen simultan abgespalten. Das Abspaltungsreagenz kann dabei auch durch geeignete Losungsmittel, wie 
z.B. Acetonitril, Ethanol oder Methanol, verdunnt angewendet werden. 

Die Aufreinigung des nach der Abspaltung erhaltenen Roh-Oligomeres erfolgt mit in der Peptid- oder 
Nucleotidchemie ublichen Verfahren, wie z.B. HPLC, lonenaustauschchromatographie etc. 

Die fur Aminosauren verwendeten Abkurzungen entsprechen dem in der Peptidchemie ublichen drei 
Buchstaben-Code wie er in Europ. J. Biochem. 138, 9 (1984) beschrieben ist. Weitere verwendete 
Aokurzungen sind nachfolgend aufgelistet. 



AtKJ 


N-(2-Aminoethyl)glycyl, -NH-CH 2 -CH 2 -NH-CH 2 -CO- 


A^Xj<A MK>B^ ) 


N-(2-Aminoethyl)-N-((9-(N 6 -4-methoxybenzoyl)-adenosyl)acetyl)-glycyl 


Aog*C e ) 


N-(2-Aminoethyl)-N-((1 -(N* -benzoyl)-cytosyl)acetyl)-glycyl 




N-^2-Aminoethvl>-N-^1-(N 4 -4-methoxvbenzovl)-cytosvl)acetyl)-qlycyl 




N-r2-Aminoethvh-N-f(1-(N*-4-tert.butvlbenzovl)-cytosyl)acetyl)-qlycyl 


Aog<U**') 


N-(2-Aminoethyl)-N-((9-(N 2 -isobutanoyl)-guanosyl)acetyl)-glycyl 


Aea<G r Dpc ) 


N-(2-Aminoethyl)-N-((9-(N 2 -acetyl-0 4 -diphenylcarbamoyl)guanosyl)glycyl 


Aeg(T) 


N-(2-Aminoethyl)-N-((1-thyminyl)acetyl)-glycyl 


Bopooc 


2,2-[Bis(4-nitrophenyl)]-ethoxycarbonyl) 


Boc 


tert.-Butyloxycarbonyl 


BOI 


2-(Benzotriazol-1-yl)oxy-l,3-dimethyl-imidazolidinium-hexafluorphosphat 


BOP 


Benzotriazolyl-1-oxy-tris(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorphosphat 


BroP 


Brom-tris(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorphosphat 


BSA 


N,0-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid 


But 


tert-Butyl 


Bz 


Benzoyl 


Bzl 


Benzyl 


Cl-Z 


4-Chlor-benzyloxycarbonyl 


CPG 


Controlled Pore Glas 


DBU 


1 .S-DiazabicyclorSAOJundec-y-en 


DCM 


Dichlormethan 


Ddz 


3.5-Dimethoxyphenyl-2-propyl-2-oxycarbonyl 


DMF 


Dimethylformamid 


Dmt 


Di-(4-methoxyphenyI)phenylmethyl, 


Dnpeoc 


2-(2,4-Dinitrophenyl)-ethoxycarbonyl 


Dpc 


Diphenylcarbamoyl 


FAM 


Fluorescein-Rest 


Fm 


9-Fluorenylmethyl 


Fmoc 


9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 


H-Aeg-OH 


N-(2-Aminoethyl)glycin 


HAPyU 


C^(7-Azabenzotriazol-1-yI)-1,1 t 3,3-bis(tetramethylen)uronium-hexafluorphosphat 


HATU 


0-(7-Azabenzotriazol-1 -yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat 


HBTU 


0-(Benzotriazol-1 -yl)-1 ,1 .3,3-tetramethyluronium-hexaf luorphosphat 


HOBt 


1 -Hydroxybenzotriazol 


HONSu 


N-Hydroxysuccinimid 


HOObt 


3-Hydroxy-4-oxo-3,4- dihydrobenzotriazin 


iBu 


Isobutanoyl 


MeOBz 


4- Methoxy benzoyl 


Mmt 


4- Methoxytri phen y I m ethyl 
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Moz 


4-Methoxybenzyloxycarbonyl 




MSNT 


2,4,6-Mesitylensulfonyl-3-nitro-1,2,4-triazolid 




Mtt 


4-Methylphenyl)diphenylmethyl 




NBA 


Nitrobenzylalkohol 


5 


NMP 


N-Methylpyrrolidin 




Pixyl 


9-(9-Phenyl)xanthenyl 




PyBOP 


Benzotriazolyl-1-oxy-tripyrrolidinophosphonium-hexafluorphosphat 




PyBroP 


Brom-tripyrrolidinophosphonium-hexafluorphosphat 




TAPipU 


0-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1 ,1 ,3,3-bis(pentamethylen)uronium-tetrafluorobbrat 


10 


TBTU 


0-(Benzotriazol-1 -yl)-1 ,1 t 3 ( 3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 




tBu 


tert.-Butyl 




tBuBz 


4-tert.Butylbenzoyl 




TDBTU 


0-(3,4-Dihydro-4-oxo-1 ,2,3-benzotriazin-3-yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethy luronium- 
tetrafluoroborat 


75 


TDO 


2,5-Diphenyl-2,3-dihydro-3-oxo-4-hydroxythiophendioxid 




TFA 


Trifluoressigsaure 




THF 


Tetrahydrofuran 




TNTU 


0-[(5-Norbornen-2,3-dicart>oximido]-1,1 ,3,3-tetramethy luronium-tetrafluoroborat 




TOTU 


0-[(Cyano(ethoxycarbonyl)methylen)amino]-1 , 1,3 ,3-tetramethy luronium- 


20 




tetrafluoroborat 




TPTU 


0(1 ,2-Dihydro-2-oxo-1-pyridyl)-1 ,1 ,3,3Metramethyluronium-tetrafluoroborat 




Trt 


Trityl 




TSTU 


0-(N-Succinimidyl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 




2 


Benzyloxycarbonyl 


?b 


MS(ES + ) 


Elektrospray Massenspektrum (Positiv Ion) 




MS(ES-) 


Elektrospray Massenspektrum (Negativ Ion) 




MS(DCI) 


Desorption Chemical lonisation Massenspektrum 




MS(FAB) 


Fast-Atom-Bombardment-Massenspektrum 



Die folgenden Beispiele sollen die bevorzugten Methoden zur Herstellung der erfindungsgemSBen Verbin- 
30 dungen verdeutlichen, ohne dafi die Erfindung darauf eingeschrankt ware. 

Synthese der Peptide Nucleic Acids 

Die Synthese der PNA's erfolgt beispielsweise an einem Ecosyn D-300 DNA Synthesizer {Fa. Eppen- 

35 dorf/Biotronik, Maintal) Oder einem ABI 380B DNA Synthesizer (Fa. Applied Biosystems, Weitersstadt). Eine 
Beschreibung der Synthese-Zyklen ist nachfolgend ausgefuhrt. 

Die Synthese erfolgt in Standard-DNA-Synthese-Saulen der Firma Applied Biosystems, die mit Mmt- 
hex-succ-Tentagel oder Mmt-hex-succ-CPG befullt sind. Es werden Saulen fur Synthesen im 3 uMol oder 6 
uMol MaBstab verwendet Als Reagenz zur Abspaltung der Mmt-Schutzgruppe wird 3% Trichloressigsaure 

40 in Dichlormethan verwendet. Nach Waschen des Tragers mit Acetonitril erfolgt eine Neutralisation mit einer 
3.5 M Losung von 4-Ethylmorpholin in Acetonitril. Zur Kupplung wird eine Mischung bestehend aus einer 
0.3 bzw. 0.4 M Losung der Mmt-Aeg-Derivate in Acetonitril/DMF, DMF/NMP mit 1 % Triton X-100, DMF mit 
N-Ethylmorpholin t DMF mit Pyridin, einer 0.9 M Losung von PyBOP in Acetonitril und einer 3.5 M Losung 
von 4-Ethylmorpholin in Acetonitril oder einer 0.3 M Losung von HATU in DMF mit einer 0.3 M Losung von 

45 NEM in DMF in die Synthesesaule eingebracht. Nachfolgendes Capping erfolgt mit einer 1:1 Mischung der 
Standard DNA-Synthese Capping-Reagenzien (Acetanhydrid/Lutidin/N-Methylimidazol-L6sung in THF). Das 
PNA wird durch Behandlung mit konzentrierter Ammoniak-Losung am Synthesizer vom Trager abgespalten, 
wobei zur Entfernung der Basen-Schutzgruppen die vereinigten ammoniakalischen Losungen in einer 
verschlossenen Ampulle fur 5h auf 55 °C erwarmt werden. Danach erfolgt gegebenenfalls die Abspaltung 

so der aminoterminalen Mmt-Gruppe mit 80% Essigsaure bei Raumtemperatur. 

Die PNA's werden an einem Beckman System Gold HPLC Gerat uber eine Dionex Nucleopac PA-100 
(4x250mm)-Sau!e mit einem linearen Gradienten von 0-0.75M NaCI in 20mM NaOH analysiert. 

Die Reinigung erfolgt an einer Pharmacia Biopilot FPLC-Anlage mit einer Pharmacia Mono Q HR 10/10- 
Saule mit einem linearen Gradienten von 0-0.5M NaCI in 20mM NaOH als Elutionsmittel. Die Entsalzung 

55 der geretnigten PNA f s gelingt mit Hilfe einer BondElut-Cl8-Saule (Fa. Analytichem Infl) oder uber ®Biogel 
(Fa. Biorad). 
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Beispiel 1 

VHydroxy-e^C^methoxyphenyD-diphenylmethylaminoVhexan 
(Mmt-hex) 



^-Aminohexan-l-o. (1g; UftnmoO — ^rLCr^SC 

< 0 2ml)versetzt.ZudieserL6sunggibtman.nnerhalb von45 ~ Rea ktionslosung w.rd 30 

Minuten bei 22 -C wertergeruhrt und du ch Mugabe Entfemung des Pyridins dre.mal ™« ™ u ° 

J0 Rotationsverdampfer eingeengt, der erha tene d djese L5sung nacheinander m.t e,ner 

koevaooriert Der erhaltene Riickstand w.rd m Ethylacetat ge ' os < Ka | iumC hloridl5sung gewaschen. 

gSgTn rt Natriumbicarbonat.osung, mit Wasser un J- f f e ^trt man und ^zentriert die Losung 

bZ^^X -* Hep^y-ace—^^^ 

T5 49.5:49.5:1 reinigen. 

ZZSgS*******.'"*'*-™*'''" Rf 0.44 (HeptamEthylacetat = „>. 

Beispiel 2 

20 6 . (( 4-Methoxyphen y IK.phen y .methylaminc).hex-1-y. hemisuccinat 

(Mmt-hex-succ) 

25 em Pyridin (10ml) geKSst Zu dieser Losung ^^J^rq^,, bei 22' C gibt man weiteres Bern- 
Dimethylammopyridin (31.3mg; °- 257m r'^^ (626mg; 0.56mmol) zu und er- 

steinsaureanhydrid (25.7mg; 0.257mm° and l6 Py stunden bei 2 2'C wird <**™*J» 

warmt diese Lbsung 6 Stunden N-SOft Nach we ^ waS snger 

sees ^ ~- * — Mn ^ die ^ 
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Verbindung in Form eines farblosen Ols. 
MS (ES-) 978.0 (2M-H)", 488.3 (M-H)~ 
R, 0.30 (CH 2 CI 2 :EthylAcetat = 1:1)- 

Beispiel 3 

6-(( 4 -Methoxy P heny.)-dipheny.methy l amino)-h e x-l-y.succiny.amido-Tent a ge. 

(Mmt-hex-succ-Tentagel) 



4-Ethylmorpholin (0.1 ml) und DMF (5ml) ^^^^^ 4-Ethylmorpho.ine (15.9mg; 0.l38mm°l; 
dipheny.methy.amino)-hex-1-y. ^ ^.^^"•JS schOttelt die Suspension 16 Stunden lang be, 
17 4ml) and TBTU (52.9mg; O.l65mmol) ■? ™ Nacheinander mit DMF (3x3ml), CH 2 CI 2 (3x1ml) 

22- C. Der derivatisierte Tentageltrager w,rd abitoert und n Aminofunkt i 0 nen werden durch 1- 

and Diethylether (3x1 ml) gewaschen und getrocknet mm wj bl0 ckiert. Der fertige Trager 

"tfnS Behandlung mit Aceta"h^ getrocknet . Die Be.adung 

J^-Sfiy» -* 188 .mo,g-, 
Beispiel 4 

u . < hulam inoVhex-1-yl succinylamidopropyl-Controlled-pore glass. 
6-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethylam,no)-h9x l yi sue 

55 (Mmt-hex-succ-CPG) 
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0.082mmol), 4-Ethylmorpholine (7.6ml) und TBTU (26.4mg; 0.082mmol) in DMF (3ml). Die Beladung des 
MMT-hex-succCPG betragt 91 amolg" 1 . 

Beispiel 5 

5 

H-[Aeg(T)] 3 -(hex) 

H-[Aeg(T)] 3 -(hex) wird nach oben beschriebenen Syntheseverfahren im 3 uMol MaBstab an Mmt-Hex- 
Succ-Tentagel synthetisiert. Als Monomer wird Mmt-Aeg(T)-OH verwendet. Die Rohausbeute betragt 71 
70 OD 2 so- Das von 2 OD aufgenommene Massenspektrum zetgt das gewunschte Produkt bei m/e 915.8 (M + 
H)\ und als Nebenprodukt H-[Aeg(T)] 2 -(hex) bei m/e 650.5. 

Beispiel 6 

75 H-[Aeg(T)]-[Aeg(C)]-[Aeg(T)]-[Aeg(C)]-[Aeg(T)]2-(hex) 

H-[Aeg(T)]-[Aeg(C)]-[Aeg(T)]-[Aeg(C)]-tAeg(T)]2-(hex) wird nach oben beschriebenen Syntheseverfahren 
im 3 uMol MaBstab an Mmt-Hex-Succ-Tentagel synthetisiert. Als Monomere verwendet man Mmt-Aeg(T)- 
OH und Mmt-Aeg(C B2 )-OH. Die Rohausbeute betragt 98.6 OD 26 o. 35 OD 260 des Rohproduktes werden 
20 gereinigt und entsalzt und ergaben 14.5 OD 2 go der gewunschten Verbindung. Massenspektrometrische 
Analyse des gereinigten Produktes zeigt das gewunschte Produkt m/e 1685.0 (M + H) + als einzigen 
Hauptpeak. 
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Beispiel 7 

H-[Aeg(T)]-(Aeg(C)]-[Aeg(T)]-[Aeg(C)]-[Aeg(T)]2-(hex) 



H-[Aeg(T)]-[Aeg(C)]-[Aeg(T)]-[Aeg(C)]-tAeg(T)l2-(hex) wird nach oben beschriebenen Syntheseverfahren 
im 3 uMol MaBstab an Mmt-Hex-Succ-Tentagel synthetisiert. Als Monomere verwendet man Mmt-Aeg(T)- 
30 OH und Mmt-Aeg(C tBuBz )-OH. 

Beispiel 8 

H-[Aeg(A)HAeg(C)HAeg(A)HAeg(T)]^ 
35 (G)] (hex) 

Die Synthese der PNA's erfolgt mit einem Ecosyn D-300 DNA Synthesizer (Fa. Eppendorf/Biotronik, 
Maintal) an 130 mg (5 uMol) Mmt-Hex-Succ- Aminoproyl-CPG. 
Fur die Synthese wurden folgende Losungen eingesetzt: 
40 1 ) Aktivator-Lsg.: 0,3molare HATU-Losung in getrocknetem DMF 

2) Base fur Aktivierung: 0,3molare Losung von NEM in getrocknetem DMF 

3) Abspaltung von Mmt 3%ige Losung von Trichloressigsaure in Dichlormethan 

4) Neutralisations-Lsg. Tetrahydrofuran/Wasser/Pyridin 7:2:1 

5) Mmt-Aeg(T)-OH: 0,3molare Losung in 0,3molarer Losung von NEM in getrocknetem DMF 
45 6) Mmt-Aeg(A MeOBz )-OH: 0,3molare Losung in 0,3molarer Losung von NEM in getrocknetem DMF 

7) Mmt-Aeg(C MeOBz )-OH: 0,3molare Losung in 0,3molarer Losung von NEM in getrocknetem DMF 

8) Mmt-Aeg(G iBu )-OH: 0,3molare Losung in 0,3molarer Losung von NEM in getrocknetem DMF 
Nach Beendigung der Synthese wird der PNA-CPG-Trager getrocknet und wie oben beschrieben aufgear- 
beitet. 

so Ausbeute: 245 OD 2 &o. 
MS 3369.6(ES + ): (M) + 

Patentanspruche 

55 1. Verfahren zur Herstellung von PNA-Oligomeren der Formel I 
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worm 
B/X fur 



R 0 -(A) k -[Xl n -(G) ( -G° 



8 

I 

CH, 

I 

C-0 

t 

NH-tCH^.-CHj-N-fCHji^CO 



B 

(CH 2 ) ( 
NH-CH-CO-NH-CH 2 -C0 



B 

(CH 2 ), 
NH-CH-CH 2 -CH 2 -CH 2 -CO 



B 

<CH 2 ), 
NH-CHj-CO-N-CHj-CO 



B 

I 

CH 2 
I 

C-0 
I 

NH-CH 2 -CH 2 -CH-CH 2 -CO 



8 

(?H 2 ), 



2)1 r~\ 

NH-CHj-CO-H^^) — co 
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B 




NH-(CH 2 ) g 

mit f = 1 - 4 und g = Null - 3 steht; 

R° Wasserstoff, Ci -Ci s-Alkanoyl, Ci -Ci s-Alkoxycarbonyl, Cs-Cs-Cycloalkanoyl, C7-C1 s-Aroyl, 
C3-Ci3-Heteroaroyl, Oder eine Gruppe bedeutet, die die intrazellulare Aufnahme des Oligo- 
mers begunstigt Oder die bei der Hybridisierung mit der target-Nucleinsaure interagiert; 

A ein Aminosaurerest bedeutet; 

k eine ganze Zahl von Null bis 10 ist; 

Q ein Aminosaurerest bedeutet; 

I eine ganze Zahl von Null bis 10 ist; 

B fur eine in der Nucleotidchemie ubliche naturliche Nucleobase oder unnaturliche Nucleobase 
oder deren Prodrugformen, oder auch fur Basenersatzverbindungen steht; 

Q° Hydroxy, NH 2 oder NHR" bedeutet mit FT = Ci-Cis-AlkyI, C 2 -Ci 8 -Aminoalkyl oder C 2 -Ci 8 - 
Hydroxyalkyl; und 

n eine ganze Zahl von 1 - 50 ist, 
dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) auf einen polymeren Trager der Formel II 

L-tPolymer] (II), 

der mit einer Ankergruppe L versehen ist, die latent den Rest Q° enthSIt entweder zuerst mit einem 
fOr die Festphasensynthese Qblichen Verfahren Aminosauren (Q*) aufkuppelt, 

b) gegebenenfalls die gegen schwache Sauren labile Schutzgruppe PG mittels eines geeigneten 
Reagenzes abspaltet, 

c) die Schritte a und b (M)fach wiederholt, 

d) auf die dabei als Zwischenprodukt entstehende Verbindung der Formel III 
(Q') t -L-[Polymer] (Ml), 

worin L wie oben definiert ist, Q f fur eine Aminosaure Q steht, die gegebenenfalls in der Seitenkette 
geschutzt ist, und I fur eine ganze Zahl von Null bis 10 steht oder direkt auf den polymeren Trager 
der Formel II eine Verbindung der Formel IV 

B * 

I 

PG-X-OH (IV) 

worin 

PG fur eine gegen schwache Sauren labile Aminoschutzgruppe und B'/X fur einen Baustein wie in 
Formel I definiert steht, 

mit einer an der exocyclischen Aminofunktion gegebenenfalls geschutzten Nucleobase, worin 
B f fur in der Nucleotidchemie ubliche naturliche Basen oder unnaturliche Basen. deren exocyclische 
Amino bzw. Hydroxygruppen gegebenenfalls durch geeignete bekannte Schutzgruppen geschutzt 
sind, stehen. 

unter Verwendung der in der Peptidchemie Gblichen Kupplungsreagenzien aufkuppelt, 

e) die temporare gegen schwache Sauren labile Schutzgruppe PG mittels eines geeigneten 
Reagenzes abspaltet, 

f) die Schritte d und e (n-1 )fach wiederholt, 

g) mit einem fur die Festphasensynthese ublichen Verfahren weitere Aminosauren (A f ) aufkuppelt, 
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or mittels eines geeigneten Reagenzes 
h , die gegen schwache Sauren iabile Schutzgruppa PG rmtte.s 

fdTetchritte g und h (k-Dfach wiederholt Qbljchen Verfahren ein fUhrt. 



8 ' 

RO-(A-) k -m n -(0'),-L-lPo.Ymer] 



(la) 



f • rt <iind A 1 fiir eine Aminosaure 
zu, von PN*0*om«» «r Forme, I go 

eineganzeZahlvonNullbisBist; Thymin und uracil oder «ne 

rar eine natUriiche Nucleobase w.e Aden ^yt°s aadenin 7 . De8ZBgua n.n. N*N 

Ethanocytosin, N^-Ethano-2.6-d^rn 

srssst^^ ° der ™- -* und 

eine ganze Zahl von 4 - 35 ist. 



A stent, die 
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